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《背景》 
味覚のシグナル伝達は、味物質が味細胞に到達して始まる。哺乳類の味細胞は、舌表面に存在する
茸状乳頭、葉状乳頭および有郭乳頭の内部にある味蕾という味覚器に含まれている。近年、分子生物学
的手法の導入により、味覚のシグナル伝達機構についてその構成分子が次々と明らかにされているが、
まだ不明な点も少なからず残されている。従って、味覚のシグナル伝達機構の全容解明には、味細胞に
特異的に発現する遺伝子を網羅的に探索し、その機能解析から味応答にかかわる情報伝達の機構を分
子レベルで解明することが重要だと考えられる。 
以上のように味細胞に特異的に発現している遺伝子について未知のもの、あるいは塩基配列について
の情報が明確でない遺伝子を網羅的に検出する手法として Differential Display (DD) 法がある。本研究
では舌の 3種類の乳頭に特異的に発現する遺伝子を、DD法を用いて網羅的に解析した。 
 
《実験》 
1. SD 系ラットの舌から茸状乳頭、葉状乳頭、有郭乳頭、および有郭乳頭の周辺部位を切り出し、そ
れぞれのサンプルから total RNAを抽出した。 
2. 9種類のアンカープライマー (Tプライマー) と逆転写酵素を用いて 1本鎖 cDNA を合成し、それ
ぞれの Tプライマーと 10種類の任意プライマー (Pプライマー) を用いて 90通りのDD-PCRを行
った。 
3. PCR産物を電気泳動によって分離し、乳頭だけに見られるバンド、または周辺部位のバンドと比べ
乳頭におけるバンドの濃さがより濃く見られるバンドを切り出した。 
4. 切り出したバンドに含まれる DNA を PCR により再増幅し、プラスミドベクターにライゲーション後、
大腸菌に形質転換した。 
5. アルカリ-SDS法によりプラスミド精製を行い、DNAシーケンサーを用いて塩基配列を決定した。 
6. 決定した塩基配列を相同性検索プログラム BLASTを用いてデータベースより検索を行った。 
 
《結果》 
50通りのDD-PCR産物を電気泳動し、そこから得られたバンド数、得られたクローン数等を示す (表)。
今後、既知の遺伝子と相同性があるクローンについては、これまでの知見を元に味細胞での機能を予測
する。また、既知の遺伝子と相同性を示さなかったクローンについては、モチーフやドメインを検索し、機
能を予測する。これらの配列から得られた予測を元に、味覚に関連していると思われる遺伝子について
は、Northern Blot や RT-PCR 等により再現性の確認を行った後に、味細胞における機能の解明を目指
す。 
表 50通りのプライマーセットから得られたクローンの数 
ポリアクリルアミドゲルから切り出したバンドの数 301 
再増幅に成功した切り出したバンドの数 200 
配列を決定したクローンの数 313 
 
 
